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自然 发 酵 泡菜 汁 中 植物 乳 杆菌 的 分 离 鉴 定 与 体外 益生 特性 研究 
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WTA RH, VPA 471023) 


摘 要: 利用 MRS 固体 培养 基 从 自然 发 酵 的 泡菜 计 中 分 离 到 1 株 优势 乳酸 菌 ， 将 其 命名 为 


菌株 R1， 经 16S rRNA 基因 序列 分 析 ， 并 结合 生理 生化 特性 和 糖 发 酵 试 验 将 其 鉴定 为 植物 


乳 杆 菌 (Lactobacillus plantarum) > WIR R1 具有 很 强 的 产 酸 能 力 ，24 h 内 可 使 MRS 液体 


培养 基 pH 从 6.14 MEW 3.59. WER RI WAR LIS ORES a. ee a ER a 


PRB Hl Bel. XS RT ba. KARE ER a PA AR SOT EA. AS bh ENS Dal 


株 R1 能 耐 受 0.3% 的 胆 盐 、pH 3.0 的 酸度 以 及 60 C. 30 min 的 热处理 ， 对 人 工 胃 液 和 人 工 


肠 液 也 有 很 好 的 耐 受 性 。 菌 株 R1 对 头孢 类 和 青 霍 素 类 抗生素 较 敏感 ， 对 诺 氨 沙 星 、 卡 那 霉 


素 、 链 霉 素 等 抗生素 不 敏感 。 


关键 词 ， 植 物 乳 杆 菌 ， 抑 菌 活性 ， 分 离 ， 鉴 定 ; 


中 图 分 类 号 : TS255.7 文献 标识 码 : 


益生 特性 


A 文章 编号 


乳酸 菌 是 一 种 广泛 分 布 于 自然 界 而 且 普 遍 应 用 于 食品 、 医 药 、 人 饲料 等 领域 的 益生 茵 中， 植 


物 乳 杆菌 是 乳酸 天 的 一 种 ， 属 于 乳 杆 菌 科 中 的 乳 杆 


明 植物 乳 杆菌 具有 降低 血清 中 胆固醇 浓度 广 了 、 抑 
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物 态 调节 剂 ， 在 食品 安全 、 动 物 养殖 等 领域 受到 广泛 重视 1。 自然 发 酵 的 蔬菜 制品 是 植物 
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乳 杆菌 分 离 筛选 的 良好 来 源 ， 已 有 大 量 优良 的 菌株 从 自然 发 酵 的 蔬菜 中 分 离 筛选 到 5 一 。 


本 研究 以 自然 发 酵 的 泡菜 汗 为 原料 , 对 其 中 具有 抑 菌 活性 的 植物 乳 杆 菌 进行 分 离 ， 并 对 


其 分 类 地 位 进行 鉴定 。 此 外 ,益生 菌 要 在 动物 机 体内 发 挥 其 益生 作用 ,必须 能 够 耐 受 胃 上 肠 道 


中 骨 酸 和 胆汁 等 一 系列 不 良 环境 5 ”1。 本 研究 对 分 离 到 的 植物 乳 杆 菌 的 体外 益生 特性 亦 进 


~ 


行 了 测定 ， 以 期 为 利用 其 开发 益生 菌 制剂 英 定 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 、 培 养 基 与 试剂 


1.1.1 分离 材 料 


以 甘蓝 为 主要 原料 自然 发 酵 的 泡菜 汁 。 


1.1.2 ” 供 试 病原 菌 


大 上 肠 埃 希 氏 菌 (GM 1.299) 、 痢 疾 志 锅 氏 菌 CGIM 1.236) 、 金 黄色 葡萄 球菌 


(CGMCC:29213) 、 鸡 肠炎 沙门 氏 菌 〈CGMCC:21510) 、 铜 绿 假 单 胞 菌 〈GIM 1.443) 病 


原 菌 菌株 为 本 实验 室 保存 。 


1.1.3 培养 基 与 试剂 


MRS 培养 基 和 牛肉 这 蛋白 肛 培 养 基 的 配制 参见 文献 [21]。 


Taq DNA RAME, dNTP, MgCl 等 PCR 反应 试剂 为 日 本 TaKaRa 公司 产品 ， 猪 胆 盐 为 


上 海蓝 季 科 技 发 展 有 限 公司 产 品 ， 骨 和 蛋白酶 (1:3000) 、 胰 和 蛋白酶 (1:250) 为 美国 Amresco 


公司 产品 ， 抗 生 素 滤纸 片 为 杭州 微生物 试剂 有 限 公 司 产品 ， 其 余 试剂 均 为 分 析 纯 。 
1.2 仪器 与 设备 


UV-2000 紫外 可 见 分 光 光 度 计 [ 尤 尼 柯 (上 海 ) 仪 器 有 限 公 司 ]、 HQY-C 恒温 振荡 摇 床 ( 金 


eet 


坛 市 鸿 科 仪器 三 ) 、PHS-3C 型 pH 计 〈 上 海 雷 磁 仪 器 厂 ) T Professional Trio PCR 4X ( 


MW 


E] Biometra 公司 ) ~ Gel Doc XR+ 凝 胶 成 像 系 统 〈 美 国 Bio-Rad 公司 ) 、DX50 显微镜 ( 


本 Olympus 公司 ) 。 


43 
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1.3 方法 


1.3.1 乳酸 菌 的 分 离 


以 无 菌 操作 吸取 自然 发 酵 泡菜 汁 10 mL 加 入 到 装 有 90 mL 无 菌 水 的 三 角 瓶 中 , 即 为 10" 


稀释 液 ， 振 荡 混 匀 后 吸取 


1 mL 转移 至 装 有 9 mL 无 菌 水 的 试管 中 ， 制 成 107 稀释 液 ， 此 后 


依次 制 得 103、10*、10” 和 10 稀释 液 ， 最 后 分 别 吸 取 0.2 mL 10%. 10° Ail 10° ARRAT 


于 MRS 固体 培养 基 上 ， 将 平板 倒置 于 37 CH 48h 后 ， 挑 取 平 板 上 生长 数量 占 优势 的 乳 


酸 菌株 作为 进一步 研究 的 对 象 ， 将 其 命名 为 菌株 R1。 


1.3.2 WPR RI 的 鉴定 


1.3.2.1 16S rRNA 基因 序 


采用 细菌 DNA 提取 试剂 盒 提 取 菌 株 RI 的 总 DNA， 然 后 对 菌株 R1 的 16S rRNA 基因 


列 分 析 


序列 进行 扩 增 [中 。PCR 扩 增 的 引物 为 细菌 16S rRNA 基因 通用 引物 : 27f 


C 5'-GAGCGGATAACAATTTCACACAGG-3’ ) 和 1492r 


(5'-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3’) > PCR 反应 体系 (50 uL): 菌株 RI 总 DNA 


1 uL, 10x Tag 聚合 酶 反应 缓冲 液 5 uL, Mg” (25 mmol/uL) 4 uL, dNTP Mixture (20 mmol/nL) 


4HL， 上 、 下 游 引 物 (25 pmol/uL) %2uL, Tag DNA REME (5 U/uL) 0.5 uL, Ki RZ 


水 31.5 pL. PCR PMA 


1.5 min， 共 30 个 循环 ; 最 


E: 94 “CARVE 5 min; 94 “CAVE 30s, 55 OBK 30 s，72 “延伸 


后 72 Y 延 伸 10 min, 10 ‘CORI 10 min。 得 到 的 PCR 产物 经 0.75% 


琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 后 送 南 京 金 斯 瑞生 物 工 程 有 限 公司 测序 。 


菌株 RI 系统 发 育 地 


C http:/www.ncbi.nlm.nih 


位 的 确定 : 根据 测定 的 菌株 16S rDNA 序列 ， 在 NCBI 数据 库 


gov) 中 进行 在 线 比 对 分 析 ， 并 在 RDP 数据 库 


Chttp://rdp.cme.msu.edu/index.jsp) 中 下 载 与 菌株 R1 16S rRNA 序列 同 源 的 序列 ， 用 BioEdit 


软件 以 ClustalW 功能 进行 


Bootstrap 构建 系统 发 育 树 


校准 排 齐 ， 最 后 利用 MEGA 6.0 软件 ， 


邻接 (ND 法 ，1 000 次 


as 


o 
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参照 《常见 细菌 系统 鉴定 手册 》 呈 对 分 离 的 菌株 进行 过 氧化 氧 酶 试验 、 硝 酸 盐 还 原 试 


验 、 明 胶 液 化 试验 、V-P 试验 、 甲 基 红 试验 CMR 试验 ) 、 糖 发 酵 试 验 等 生理 生化 指标 测定 。 


1.3.3 TARR RI 的 生长 曲线 及 产 酸 曲线 绘制 


将 菌株 R1 经 MRS 液体 培养 基 活 化 培养 12 h 后 ， 按 1% (体积 分 数 ) 的 接种 量 接种 于 


装 有 200 mL MRS 液体 培养 基 的 三 角 瓶 中 ，37 %C、150 r/min 培养 ， 接 种 后 定时 取出 3mL (3 


个 平行 ) 培养 液 ， 分 别 采 月 


H pH 计 和 分 光 光 度 计 测定 培养 液 的 pH 和 600 nm 处 的 吸光 度 值 


(OD600 nm) 。 以 时 间 为 横 坐 标 ， 以 培养 液 的 pH 和 OD600 nm 为 纵 坐标 ， 绘 制 其 生长 曲 


线 和 产 酸 曲 线 。 


1.3.4 菌株 R1 发 酵 上 清 液 对 常见 病原 菌 的 抑 苗 试验 


BER RI 的 抑 菌 试验 采用 牛津 杯 法 ， 具 体 如 下 : 将 5 种 病原 菌 ( 痢 疾 志 痪 氏 菌 、 金 黄色 


葡 敬 球菌 、 鸡 肠炎 沙门 民 菌 、 铜 绿 假 单 胞 菌 、 大 上 肠 埃 希 氏 菌 ) Be TAEA Se ARE 


基 中 培养 至 对 数 生长 期 ， 取 200 pL 戎 液 分 别 涂 布 于 牛肉 膏 香 白 肪 固体 培养 基 上 。 待 戎 液 完 


全 吸收 后 , 在 每 个 平板 上 放 


经 6 000 rmin 离心 10 min 


后 观察 是 否 有 抑 菌 圈 形 成 ， 


置 3 个 灭 过 菌 的 牛津 杯 ,将 菌株 Rl 用 MRS 液体 培养 基 培 养 24 h, 


后 ， 取 200 uL 上 清 液 加 到 牛津 杯 里 。 将 平板 在 37 YC 下 培养 10 h 


并 精确 量 取 抑 菌 圈 直 径 。 通 过 调节 发 醇 液 pH、 在 发 酵 液 中 添加 


过 氧化 氧 酶 和 蛋白 酶 等 试验 初步 分 析 菌 株 R1 抑 菌 的 机 制 ]。 


1.3.5 菌株 RI 的 体外 益生 特性 


1.3.5.1 PAPE R1 对 胆 盐 的 耐 受 性 


将 菌株 RI 接种 到 MR 


接种 于 胆 盐 浓度 分 别 为 0、 


S 液体 培养 基 中 活化 培养 12 h 后 ， 按 1% 《体积 分 数 ) 的 接种 量 


0.1%、0.3%、0.5% 的 MRS 液体 培养 基 中 ，37 C、150 r/min FEF 


养 26 h， 定 时 取样 测定 不 同 胆 盐 浓 度 下 培养 液 的 OD600 nm。 以 时 间 为 横 坐 标 ，OD600 nm 


为 纵 坐标 ， 绘 制 菌株 RI 在 含 胆 盐 培养 基 中 的 生长 曲线 ， 确 定 其 对 胆 盐 的 耐 受 性 。 
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1.3.5.2 


为 了 检测 菌株 RI 在 低 pH 下 的 生长 状态 ， 


菌株 RI 对 酸度 的 耐 受 性 


ChinaXiv 合 作 期 


用 1 mol/L 盐酸 调节 MRS 液体 培养 基 的 pH 


分 别 为 10、2.0、3.0、5.0。 将 菌株 R1 经 MRS 液体 培养 基 活 化 培养 12h 后 ， 按 1% (体积 


分 数 ) 


液 的 OD600 nm。 以 时 间 为 横 坐 标 ，OD600 nm AAA 


生长 曲 


1.3.5.3 


将 


80 C 水 浴 条 件 下 处 理 30 min 后 ， 利 用 稀释 平板 戎 落 计 数 法 测定 各 个 处 到 


的 接种 量 分 别 接种 于 不 同 pH 的 MRS 液体 培养 基 中 ，37 “CHF, REIN PEM ERIE 


线 ， 确 定 其 对 酸度 的 耐 受 性 。 


菌株 R1 对 热 的 耐 受 性 


yH 


里 前 的 


1.3.5.4 


人 


将 


100 mL 人 工 上 胃液 或 人 了 


KFIR 


1.3.5 


m 


对 数 期 


生 素 的 


并 精确 


活 菌 数 为 对 照 ， 计 数 处 理 后 菌株 RI 的 存活 率 ， 确 定 其 对 热 的 耐 受 性 。 


菌株 R1 对 人 工 上 胃液 和 人 工 肠 液 的 耐 受 性 


工 骨 液 和 人 工 肠 液 的 配制 参见 文献 [19]。 


计数 。 


菌株 RA 对 第 用 抗生素 的 敏感 性 


CAMP, 37°C. 150 r/min 摇 床 培养 ， 分 别 在 0、30、180 min i 


菌株 R1 经 MRS 液体 培养 基 活 化 培养 12 h 后 ， 按 1% “体积 分 数 ) 的 接种 量 接种 于 


RINT BL, 3 


EIR. ZRMK RI 在 不 同 pH 条 件 下 的 


菌株 RI 经 MRS 液体 培养 基 活 化 培养 12h 后 , 取 其 培养 液 分 成 3 份 , 分 别 在 40、60、 


fF 以 处 


T 


行 活 


生 素 敏感 性 试验 采用 滤纸 片 法 上 5， 有 具体 如 下 : 将 菌株 RI 用 MRS 液体 培养 基 培 养 至 


后 , 取 200 uL 培养 液 均 匀 涂 布 于 MRS 固体 培养 基 上 , 用 无 菌 钼 子 将 含有 各 种 常用 抗 


滤纸 片 放 在 平板 上 ,将 接种 好 的 平板 在 37 CT 下 培养 24 后 , 观察 是 否 有 抑 菌 圈 形 成 ， 


量 取 抑 菌 圈 直 径 , 每 种 抗生素 3 个 重复 。 滤 纸 片 中 抗生素 含量 分 别 为 头孢 区 洛 30 ug 


头孢 克 脖 5 ng、 头孢 拉 定 20 ug AFERA 10 ng、 青霉素 10 U、 阿 莫 西 林 20 ug WAE 


A Sug. KISSER 30 pe. HBA 10 ug、 四 环 素 30 ug, RFR 300 ug, ERW Æ 10 ug, 


杆菌 肽 


0.04 U. 
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1.4 数据 处 理 与 分 析 


试验 数据 采用 Excel 2007 和 DPS v6.50 软件 进行 处 理 与 分 析 , 采用 Duncan 氏 新 复 极 差 


法 检验 组 间 差 异 显 车 性 。 


2 结 R 


2.1 乳酸 菌 的 分 离 与 鉴定 


利用 MRS 固体 培养 基 从 自然 发 酵 泡 菜 汁 中 分 离 到 1 株 在 生长 数量 上 占 优势 的 乳酸 菌 ， 


将 其 命名 为 菌株 R1。 菌 株 Rl 在 MRS 固态 培养 基 上 形成 的 菌落 为 贺 形 ， 乳 白色 ， 凸 起 ， 不 


AH, WAST, 经 显微镜 观察 其 菌 体 成 杆 状 ， 单 个 或 链 状 排列 (图 1) o WER EES 


氏 染 色 反 应 阳性 ， 过 氧化 氢 酶 试验 、 甲 基 红 试验 、V-P 试验 、 明 胶 液化 试验 均 为 阴性 ， 


能 发 


酵 麦 芽 糖 、 甘 露 糖 、 半 乳糖 、 葡 衡 糖 、 乳 糖 和 茂 糖 产 酸 ， 其 中 对 葡 苟 糖 和 半 乳 糖 的 利用 率 较 


型 


o WIR RI 在 NaCl 浓度 低 于 5% 时 生长 良好 ， 其 生长 最 适 温度 和 pH 分 别 为 37 CH 5.0. 


利用 细菌 16S rRNA 基因 通用 引物 1492r 和 27f 对 菌株 R1 的 16S rRNA 基因 进行 PCR 扩 增 


和 测序 后 ， 将 其 基因 序列 提交 GenBank， 获 得 其 登录 号 为 KY874048。 通 过 BLAST 比 对 ， 


表明 菌株 R1 的 16S rRNA 基因 与 植物 乳 杆 菌 (Zactopacilius plantarum )MXG-68 的 16S rRNA 


基因 (登录 号 :; KY750314) 相似 度 最 高 ， 达 到 100%。 利 用 Ribosomal Database Project 数据 


库 的 Sequence Match 分 析 和 MEGA 6.0 构建 其 系统 进化 树 ， 如 图 2 所 示 。 结 果 表 明 : 


R1 与 植物 乳 杆 菌 属 模式 菌株 DKO 22T (登陆 号 : AJ640078) 的 亲缘 关系 最 近 。 综 合 菌 


的 生理 生化 特性 ， 将 菌株 R1 确定 为 植物 乳 杆 菌 。 


菌株 


PRI 


A 作 HAT 
if BAY 


I) 
ie ie 


131 图 1 菌株 RI1 的 菌落 及 菌 体形 态 
132 Fig.l Colony and mycelia morphology of strain R1 
65 Lactobacillus hammesii (T) AJ632219 


94 Lactobacillus parabrevis (T) AM158249 
83 Lactobacillus koreensis (T) F1904277 
99 Lactobacillus paucivorans (T) FN185731 
Lactobacillus spicheri (T) AJ534844 
87 98 -一 一 Lactobacillus zymae (T) AJ632157 
Lactobacillus malefermentans (T) AM113783 
Lactobacillus kimchicus (T) EU678893 
45 98 100 — Lactobacillus collinoides (T) AB005893 
Ji 97 -Lactobacillus paracollinoides (T) AJ786665 
94 Lactobacillus similis (T) AB282889 

100 ~ Lactobacillus odoratitofui (T) AB365975 
Lactobacillus suebicus (T) AJ575744 
50 Pediococcus argentinicus (T) AM709786 
Lactobacillus fabifermentans (T) AM905388 
- Lactobacillus paraplantarum (T) AJ306297 
100 aS pentosus (T) D79211 


99!) Lactobacillus plantarum (T) AJ965482 
T 90}—Lactobacillus plantarum (T) AJ640078 
p Strain 


-Lactobacillus composti (T) AB268118 


— 

N 0.01 

m 133 

a g 134 Lactobacillus hammesii: 汉 默 斯 乳 杆 菌 ; Lactobacillus parabrevis: 类 短 乳 杆菌 ; Lactobacillus koreensis: 


135 $e Si Ut FL AF Ks Lactobacillus paucivorans: 派 瑞 万 斯 乳 杆 菌 ; Lactobacillus spicheri: 斯 派克 乳 杆 菌 ; 


; Lactobacillus 


Bat 


136 Lactobacillus malefermentans: 坏 发 酵 乳 杆菌 Lactobacillus collinoides: ©. AÑ FL ¥F 


137 paracollinoides: 类 丘 状 乳 杆 菌 ; Lactobacillus paraplantarum: ŽŽ WILFA; Lactobacillus pentosus: 成 糖 


EL- 138 乳 杆 菌 ; Lactobacillus plantarum: 植物 乳 杆 菌 ; Strain R1 菌株 R1。 


O js 图 2 菌株 R1 的 系统 进化 树 


140 Fig.2 Phylogenetic tree of strain R1 


141 2.2 菌株 R1 的 生长 曲线 和 产 酸 曲 线 


142 将 菌株 RI 接种 到 MRS 液体 培养 基 中 ， 定 时 取样 测 得 菌株 R1 在 接种 后 0 一 28 h 的 生长 


143 


线 和 产 酸 曲线 ， 结 果 如 图 3 所 示 。 菌 株 RI 在 接种 后 0~2h 生长 缓慢 ， 而 在 2 h 后 则 迅速 


i 


144 ”进入 对 数 生 长 期 EKER; 12h 后 生长 减 慢 ， 到 14 h 达到 最 大 浓度 (OD600 nm=2.144) ; 


145 ”并 且 直 到 24 h 以 后 菌 体 浓 度 才 略 有 降低 。 在 菌株 RI 接种 后 2 h 内 培养 液 的 pH 变化 不 大 ， 


146 ”而 在 2~12h 内 培养 液 的 pH 从 6.14 迅速 下 降 到 3.95, 12 h 后 培养 液 的 pH 缓慢 降低 ， 到 28 
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C 
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1 


D 


7 “hh 时 培养 液 的 pH 仪 为 3.59。 由 上 述 结果 可 以 看 出 ， 菌 株 R1 生长 的 延 滞 期 较 短 ， 并 且 可 以 


148 ”在 14h 内 达到 最 大 生长 量 和 较 低 的 pH， 这 一 特点 可 以 满足 在 利用 该 菌株 进行 发 酵 生产 中 ， 


149 ”需要 在 较 短 时 间 内 获得 大 量 菌 体 和 降低 发 酵 产 品 pH 的 要 求 。 


150 

E 

3 

© 

0 2 4 6 8 10 12 14 24 26 28 
时 间 Time/h 

151 
152 图 3 菌株 Rl 生长 曲线 和 产 酸 曲线 
153 Fig.3 Curves of growth and acid producing of strain R1 
154 ”2.3 菌株 Rl 对 常见 病原 菌 的 抑制 
155 乳酸 菌 由 于 生长 过 程 中 能 产生 乳酸 或 者 分 泌 抑 菌 物质 , 往往 对 病原 菌 具有 一 定 的 抑制 作 


156 “用 ， 而 筛选 具有 抑 菌 作用 的 乳酸 菌 也 一 直 是 乳酸 菌 研 究 的 热点 。 本 试验 对 菌株 R1 的 发 酵 上 


157 ” 清 液 对 常见 大 肠 埃 希 氏 菌 、 痢 疾 志和 痪 氏 菌 等 病原 菌 的 抑制 性 进行 了 测定 ， 结 果 表 明 : 菌株 


158 RI 的 发 酵 上 清 液 对 试验 致 病菌 均 有 很 好 的 抑制 效果 ， 其 中 菌株 RI 对 痢疾 志 资 氏 阔 的 抑制 


159 ”作用 最 强 ， 其 抑 菌 圈 直 径 达 到 20.50 mm， 其 对 鸡 肠 炎 沙 门 氏 菌 、 大 肠 埃 希 氏 菌 、 金 黄色 葡 


160 ，” 萄 球菌 和 钢 绿 假 单 胞 菌 的 抑制 作用 依次 减弱 , 抑 苗 圈 直 径 分 别 为 15.67、14.17、13.33 和 12.67 


161 mm; 而 对 照 组 MRS 液体 培养 基 对 致 病菌 无 抑制 作用 。 通 过 调整 发 酵 上 清 液 pH 及 在 发 酵 上 


162 ” 清 液 中 添加 过 氧化 氢 酶 、 和 蛋白 酶 等 试验 初步 分 析 菌 株 R1 的 抑 菌 机理， 结果 表明 : 发 酵 上 清 


163 HRA pH 调 至 5.0 时 ， 其 对 金黄 色 和 葡萄 球菌 的 抑 菌 圈 显 著 减 小 “P<0.05) ; 当 发 酵 上 清 液 的 


164 pHi 70H, KRAMER: 在 发 酵 上 清 液 中 添加 胃 和 蛋白 酶 、 胰 蛋白 酶 和 过 氧化 氧 酶 后 ， 


D 


165 。 发 酵 上 清 液 抑制 金黄 色 葡 萄 球菌 的 能 力 略 有 降低 CR 2) 。 


166 表 1 菌株 R1 发 酵 上 清 液 对 常见 病原 菌 的 抑制 性 


167 Table 1 Inhibitory of fermenlatin broth of strain R1 on common pathogenic bacteria mm 
痢疾 志 贺 氏 菌 KIRE ， ，。 ”金黄 色 葡 茵 球菌 。” 铜绿 假 单 胞 菌 
KARE RE 
项 目 Item Shigella Salmonella Staphylococcus Pseuduinonas 
Escherichia coli 
dysenteriae enteritidis aureus aeniginasa 
抑 菌 圈 直 径 


Diameter of 20.50+1.32 15.6742.02 14.17+0.58 13.3340.29 12.67+0.29 


inhibition zone 


168 
169 表 2 菌株 Rl 发 酵 上 清 液 调节 pH 以 及 添加 蛋白酶 后 对 金黄 色 和 葡萄 球菌 的 抑制 性 
170 Table 2 Inhibitory of fermenlatin broth of strain R1 after adjusting pH and addition of protease on 
171 Staphylococcus aureus 
、 、 发 酵 液 上 清 
Se 
; sis ‘ ve IAM 下 us $ E 
发 酵 上 清 液 调 nag 发 酵 上 清 液 + 发 酵 上 清 液 + 
=7, + 
处 理 Fermentation pH=5.0 p pe 胰 蛋 白 酶 PAULA 
Fermentation 骨 和 蛋白 酶 
Treatments broth Fermentation Fermentation Fermentation 
broth of Fermentation 
(pH=3.5 ) broth of broth+trypsin brothtcatalase 
pH=7.0 _ broth+pepsin 
pH=5.0 
TEE 
Diameter of m ; 
EAS 10.67£0.58° 7.67+0.29 0 10.17+0.29” 10.33+1.15* 10.33+0.58° 
inhibition zone 
/mm 
172 表 中 数据 为 平均 值 + 标准 差 。 同 行 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表示 采用 Duncan 氏 新 复 极 差 法 检验 在 P<0.05 
173 水 平 差异 显著 。Values in the table are mean+SD. Values with different letter superscripts in the same row indicate 


174 significant difference at P<0.05 level by Duncan’s new multiple range test. 
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175 2.4 菌株 R1 的 体外 益生 特性 
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176 2.4.1 菌株 R1 对 胆 盐 的 耐 受 性 


177 


178 


179 


180 


181 


182 


183 


184 


185 


186 


187 


188 


189 


190 


191 


192 


193 
194 
195 


将 


不 添加 


比 未 添 


其 增长 


菌株 R 


胆 盐 浓 


菌株 R 
2.4.2 


将 


IK 


后 达到 


长 ，22 


当 MRS 液 体 培 养 基 pH=5.0 时 ， 菌 株 R1 的 延 沛 期 很 短 ， 为 2 hp，2 h 后 


OD600nm 


0 2 4 6 8 10 12 22 24 26 30 
时 间 Time/h 


图 4 菌株 RI 在 含 胆 盐 培养 基 中 的 生长 情况 


Fig.4 Growth of strain R1 in culture containing bill salt 


菌株 RI 接种 到 含 不 同 浓度 胆 盐 的 MRS 液体 培养 基 中 ， 测 定 其 对 胆 


胆 盐 的 处 理 为 对 照 ， 结 果 如 图 4 所 示 。 当 胆 盐 浓度 为 0.1% 时 ， 菌 株 R1 的 延 滞 期 明显 


盐 的 耐 受 性 ， 以 


加 胆 盐 时 增长 , 达到 了 8h; 8h 后 菌 体 数 量 开始 呈 指 数 增长 , 但 与 未 添加 胆 盐 时 相 比 ， 


速率 明显 降低 ，24h 后 菌 体 数量 的 增长 趋 于 平缓 达到 稳定 期 。 当 胆 盐 浓度 为 0.3% 时 ， 


1 的 延 清 期 变 得 更 长 ,到 12h 后 才 开 始 呈 现 指数 生长 状态 ,26 h 后 达到 稳定 期 。 而 当 


BEA 0.5% 时 ， 菌 株 RI 的 生长 完全 被 抑制 ， 到 30 h 时 也 未 出 现 生 长 。 这 些 结果 表明 


1 能 耐 受 0.3% 的 胆 盐 浓度 。 


菌株 RI 对 酸度 的 耐 受 性 


菌株 R1 接 种 到 不 同 pH 的 MRS 液 体 培 养 基 中 , 测定 其 对 酸度 的 耐 受 性 ， 


稳定 期 。 当 MRS 液 体 培 养 基 pH=3.0 时 ， 菌 株 R1 的 延 滞 期 增长 ，4 后 


时 ， 菌 株 R1 的 生长 完全 被 抑制 ， 到 24 h 后 也 未 出 现 生长 。 通 过 比较 可 以 得 出 


的 环境 


! 生 长 状态 为 最 佳 ， 对 pH=3.0 的 酸性 环境 也 有 一 定 的 耐 受 性 。 


结果 如 图 5 所 示 。 


进入 指数 生长 期 ， 到 8 h 


落体 才 表 现 出 4 


per 


h 后 菌 体 生长 渐 组 ， 但 落体 数量 明显 低 于 pH=5.0 时 。 当 MRS 液 体 培养 基 pH=1.0、2.0 


， 落 株 在 pH=5.0 
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197 


198 


199 


200 
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206 


207 
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OD600nm 


2 4 6 
时 间 Time/h 


图 5 


al PR RI 在 不 同 pH 培养 基 


,的 生长 情况 


Fig.5 Growth of strain R1 in culture with different pH 


2.4.3 PARR RI 对 热 的 耐 受 性 


本 试验 将 活化 培养 后 的 菌 


法 测定 处 理 前 后 菌 悬 液 中 的 ; 


进行 不 同 温度 的 加 热处理 后 ， 


液 中 R1 菌 株 的 存活 率 分 别 为 94.70% 和 80.60%， Wi HH i 


HA 


经 80 人 处 理 后 的 菌 悬 液 中 ， 


要 避免 60 'C 以 上 的 高 温 。 


表 3 


Wy, 
数 ， 


株 R1 经 过 不 同 温度 加 热处理 30 minja, A 


稀释 平板 菌 洲 计 数 


以 确定 其 对 热 的 耐 受 性 ， 结 果 如 表 3 所 


其 生长 均 受 到 了 不 同 程 度 的 影响 。 经 40 和 60 °C Ab HG 


ZN o 当 对 菌株 R1 


下 
en 


株 R1 对 40 和 60 CC 有 一 定 的 耐 受 性 。 而 


匡 株 R1 的 存活 率 仅 为 1.95%， 这 说 明 菌 株 R1 对 80 “CAE RT UR, 


菌株 R1 对 热 的 耐 受 性 


Table 3 Resistance to heat of strain R1 


水 浴 温 度 Temperature of water bath/*C 


经 过 30 min 的 加 热 ， 落 种 绝 大 部 分 被 杀 死 。 因 此 ， 对 于 菌株 R1， 在 生产 、 运 输 和 应 用 过 程 中 


mm 


项 目 Items 
40 60 80 
处 理 前 活 菌 数 
Number of live 
bacteria before (6.2740.57) X10° (6.3340.29) X10° (6.83+40.23) X 10° 


treatment/ 


CCFU/mL ) 


处 理 后 活 菌 数 


Number of live 


bacteria after (5.9340.51) X10° (5.1040.10) X10° (1.3340.58) X 104 
treatment/ 
(CFU/mL) 
存活 率 Survival 

94.70+0.45 80.60+2.40 1.95+0.89 
ratio/% 


209 


210 244 菌株 Rl 对 人 工 骨 液 和 人 工 肠 液 的 耐 受 性 


211 根据 表 4 可 以 看 出 ， 随 着 菌株 R1 在 人 工 骨 液 中 处 理 时 间 的 延长 ， 菌 株 R1 不 但 没有 死亡 ， 


212 并 且 在 人 工 胃液 中 表现 出 明显 的 生长 ， 即 其 对 人 工 胃 液 有 很 好 的 耐 受 性 ， 这 与 2.5 中 菌株 对 


213 ” 酸 的 耐 受 性 结果 相 一 致 。 


214 表 4 菌株 Rl 在 人 工 胃液 和 人 工 肠 液 中 的 生长 情况 


215 Table 4 Growth of strain R1 in artificial gastric juice and artificial intestinal fluid CFU/mL 


时 间 Time/h 


项 目 Items 
0 1 3 
人 工 骨 液 中 活 菌 数 Number 
of live bacteria in artificial (4.2840.65) x105 (5.10+0.20) x105 (8.3540.46) x105 
gastric juice 
人 工 肠 液 中 活 菌 数 Number 
of live bacteria in artificial (2.5840.03) x106 (2.084+0.18) x10°  (3.66+0.10) x10° 
intestinal juice 
216 由 表 4 可 以 看 出 ,菌株 R1 在 人 工 肠 液 中 处 理 不 同时 间 后 ,其 活 菌 数 在 0~3 了 内 从 2.58x10% 


217 ”CFU/mL 增长 到 了 3.66x10 CFU/mL， 即 菌株 RI 在 人 工 肠 液 中 能 够 保持 增长 的 状态 ， 这 说 


218 HER RI 对 人 工 肠 液 具 有 较 好 的 耐 受 性 。 


TF 


219 2.4.5 TARR RI 对 常用 抗生素 的 敏感 性 


[= 


dk 
T 


220 由 表 5 可 以 看 出 ， 菌 株 R1 对 各 种 常用 抗生素 的 敏感 性 不 同 。 菌 株 RI 对 于 治疗 呼吸 道 


221 ”感染 常用 的 抗生素 ， 如 阿 莫 西林 、 氮 茶 西 林 和 头孢 类 抗生素 敏感 性 强 ; 对 治疗 胃 肠 道 感染 月 


aa 


222 ”的 抗生素 痢 特 灵 的 敏感 性 较 弱 ， 而 对 诺 气 沙 星 和 杆菌 肽 则 不 敏感 。 此 外 ， 菌 株 REE AD E 
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228 


229 


230 


231 


232 


233 


234 


235 


236 


素 、 链 霉 素 和 四 


Table 5 Sensitivity of strain R1 to common antibiotics 


抗生素 Antibiotics 


KS 


抑 


环 霉 素 等 抗生素 也 不 敏感 。 


菌株 RI 对 党 


随 圈 直径 Diame 


of inhibition zone 


用 抗生素 的 敏感 性 


ter 
抗生素 Antibiotics 


mm 


抑 菌 圈 直 径 


Diameter of 


inhibition zone 


SLY 


头 


包 克 洛 Cefaclor 


wha Cefixime 


fÆ Cephradine 


毛茶 西林 Ampicillin 


青霉素 Penicillin 


阿 莫 西林 Amoxicillin 


3 F R 
3.1 ”菌株 R1 的 鉴定 结果 
对 分 离 到 的 微生物 菌 


作 ， 而 16S rRNA 基因 序列 分 析 是 目 


17.334 


1.15 


21.67+1.52 


17.3340. 


21.00+1. 


11.00+1. 


23.33+0.58 


株 进行 分 类 学 地 位 鉴定 ， 是 认识 某 利 


卡 那 霉 素 Kanamycin 0 
链 霉 素 Streptomycin 0 
四 环 素 Tetracycline 0 
FIER Furazolidone 13.00+1.00 
诺 氟 沙 星 Norfloxacin 0 
杆菌 肽 Bacitracin 0 
微生物 的 首要 的 且 必 须 的 工 


RI XTA 


进行 分 类 学 地 位 鉴定 最 准确 且 最 快速 的 方法 。 


本 研究 利用 NCBI 数据 库 的 BLAST SHAE, 对 菌株 RI 的 16S rRNA 基因 序列 进行 分 析 , 发 现 


定 为 植物 乳 村 


A 


其 中 的 优势 菌株 。 


其 与 数据 库 中 很 多 植物 乳 杆 菌 


R1 为 植物 乳 杆 菌 。 


F 菌 。 以往 的 研究 中 , 已 


此 外 ， 菌 株 R 


正 以 及 糖 发 酵 试 验 结果 均 与 植物 乳 杆 菌 的 特 得 


的 16S rRNA 基 


SKEW SLIT al 


菌株 从 自然 发 酵 的 蔬菜 制品 中 


因 序 列 同 源 性 都 达到 了 100%， 遂 将 其 初步 鉴 


被 分 离 


到 I ， 本 试验 得 出 的 菌株 R1 亦 是 从 自然 发 酵 的 泡菜 汁 中 分 离 得 到 的 ， 并 且 菌 株 RR1 还 是 


1 的 菌落 落体 形态 特征 、 革 兰 氏 染色 反应 、 部 分 生理 生化 特 


六 相 符 ， 所 以 可 以 确定 本 试验 分 离 


Er. 
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3.2 ”菌株 RI 的 抑 菌 性 


植物 乳 杆 著 在 生长 繁殖 过 程 中 不 仅 能 够 产生 大 量 的 有 机 酸 情 "9 


ChinaXiv 合 作 期 


甚至 


了 些 菌 株 可 以 产生 


特有 的 乳酸 杆菌 素 上 1， 这 些 物 质 都 是 很 好 的 生物 防腐 剂 ， 可 以 通过 降低 动物 体内 的 pH RE 
物 持 抗 作用 等 方式 阻止 和 抑制 病原 微生物 的 侵入 和 定植 。 


REAREA RKE HSA VDT) Boa. KARE Ra 


长 均 


液 pH、 添 加 过 


对 病原 菌 的 抑制 作用 主要 是 依赖 其 分 小 的 乳酸 等 酸性 代谢 产物 ， 


能 力 的 特点 相 吻 合 。 


较 好 的 产 酸 和 


抑制 性 ， 且 其 抑 戎 性 明显 强 于 某 些 已 报到 的 其 他 类 型 乳酸 菌 


HRONI, 


、 和 蛋白 酶 等 试验 对 菌株 R1 的 抑 菌 机 理 进行 初步 分 析 ， 


金黄 色 和 葡萄 球菌 和 铜绿 假 单 胞 菌 的 4 


通过 研究 发 现 ， 菌 株 R1 对 常见 病 


mT 


通过 调节 发 本 


认为 菌株 RI 


这 与 菌株 R1 


张 艳 萍 等 :9 亦 报道 ， 


E 力 。 马 妙 莲 等 中 经 气相 色谱 - 质 衣 


分 还 需 进 


Sa 


鉴定 


3.3 ”菌株 RI 的 体外 益生 特性 


动物 胃液 的 pH 通常 在 3.0 左右 ， 而 动物 肠 道 内 环境 


动物 消化 道 和 肠 道中 都 含有 一 定 浓 度 的 胆 盐 和 胆汁 酸 ， 


So 


性 环境 、 含 胆 


可 以 耐 受 pH 


直 ， 必 须 既 能 


盐 环 境 以 及 人 工 骨 液 和 人 工 肠 液 的 耐 受 性 


和 DJ-04 忆 等 菌株 相 比 ， 菌 株 R1 在 人 工 胃液 和 人 工 肠 液 环 境 中 的 生长 不 但 没 


甚至 可 以 保持 


力 。 


此 外 , 益 


具有 较 好 产 酸 


11 株 对 大 肠 杆菌 有 较 好 抑制 作用 的 乳酸 阔 均 具有 


普 联 用 仪 和 高 效 液 相 色谱 初步 分 析 ， 发 现 1 株 


具有 广 谱 抑 菌 活性 的 成 糖 乳 杆 菌 的 发 酵 上 清 液 中 含有 乳酸 、 乙 酸 、 琥 班 酸 、 柠 檬 酸 、 标 榈 酸 、 


油 酸 、 硬 脂 酸 和 亚 油 酸 等 多 种 抑 菌 成 分 。 菌 株 R1 发 酵 上 清 液 中 具有 抑制 作用 的 酸性 物质 成 


却 是 碱 性 的 ，pH 大 约 为 7.6; 并 且 
益生 菌 要 想 在 动物 消化 道 存活 并 增 
够 耐 受 酸性 环境 ， 又 能 耐 受 碱 性 和 高 渗透 压 的 环境 站。 本 试验 对 菌株 R1 对 酸 


均 进行 了 测定 ， 结 果 表 明 : 菌株 R1 


=3.0 的 酸性 环境 以 及 含 0.3% 的 胆 盐 环境 ; 并 且 , 与 已 报到 的 植物 乳 杆 菌 GF103091 


受到 影响 ， 


良好 的 增长 状态 ， 此 特点 说 明 菌 株 RI 较 其 他 菌株 更 具有 在 动物 体内 存活 的 潜 


生 菌 在 应 用 过 程 中 亦 


经 常会 接触 加 热 的 过 程 或 者 宿主 由 于 生病 或 预防 目的 使 用 
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282 


抗生素 的 情况 ， 致 使 其 生长 被 抑制 ， 很 难 发 挥 好 的 益生 效果 ， 因 此 ， 了 解 菌株 对 高 温和 第 用 
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抗生素 的 敏感 性 , 对 于 指导 其 正确 使 用 和 更 好 地 发 挥 其 益生 作用 具有 重要 意义 。 本 研究 对 菌 


株 


RI 对 高 温和 常用 抗生素 的 敏感 性 亦 进行 了 测定 ， 结 果 表 明 : 菌株 R1 可 以 耐 受 60 CH 


高 温 ， 并 且 仅 对 青霉素 类 和 头孢 类 抗生素 敏感 ， 而 对 庄 气 沙 星 、 杆 菌 肽 、 卡 那 霍 素 、 链 霉 素 


和 


4 


四 环 霉 素 等 抗生素 有 抗 性 。 


结 论 


本 研究 从 自然 发 酵 的 泡菜 汁 中 分 离 到 1 株 乳 酸 菌 R1， 其 16S rRNA 基因 与 植物 乳 杆 菌 


MXG-68 的 16S rRNA 基因 (登录 号 : KY750314) 相似 度 达 到 100%; 该 菌株 发 酵 上 清 液 对 


常见 病原 菌 痢疾 志 融 氏 菌 、 鸡 肠炎 沙门 开 菌 、 大 上 肠 埃 希 氏 菌 、 金 黄色 葡萄 球 


on 


菌 和 铜绿 假 单 胞 


菌 的 抑 菌 圈 直 径 可 以 分 别 达 到 20.50. 15.67. 14.17, 13.33 和 12.67 mm; 该 菌株 具有 很 好 的 


产 酸性 能 ， 且 可 以 耐 受 pH 3.0 的 低 酸 性 环境 以 及 60 的 热处理 , 其 对 人 工 胃 液 和 人 工 肠 液 


亦 有 很 好 的 耐 受 性 ， 该 菌株 对 头孢 类 和 青霉素 类 抗生素 敏感 。 
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Isolation and Identification of Lactobacillus plantarum from Naturally Fermented Pickle Juice and 
Its Probiotic Properties in Vitro” 

HOU Ying WANG Weiyu NIU Mingfu MA Liping QIN Cuili GONG Qiang 
(College of Food and Bioengineering, Henan University of Science and Technology, Henan 
Engineering Research Center of Food Material, Luoyang Engineering and Technology Research 
Center of Microbial Fermentation, Luoyang 471023, China) 

Abstract: A dominant lactic acid bacteria was isolated from natural fermented pickle juice by MRS 
solid medium and it was named strain R1. Strain R1 was identified as Lactobacillus plantarum by 
the analysis of its 16S rRNA gene, physiological and biochemical characteristics and sugar 
fermentation test. Strain R1 had a strong ability to produce acid and the pH of the MRS fluid 
medium inoculated strain R1 decreased from 6.14 to 3.59 within 24 h. The fermentation 
supernatant of strain R1 could inhibit the growth of Shigella dysenteriae, Staphylococcus aureus, 
Pseuduinonas aeniginasa, Salmonella enteritidis, and Escherichia coli. In vitro probiotic tests 
showed that strain R1 could survive in the medium containing 0.3% salt bile or with pH 3.0. The 
growth of strain R1 was not affected after it was heated by 60°C for 30 min. Strain R1 also had 
good tolerance to artificial gastric juice and artificial intestinal juice. Strain R1 was sensitive to the 
antibiotics of the kinds of cephalosporins and penicillins, and was insensitive to norfloxacin, 

bacitracin, kanamycin, streptomycin. 
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